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P-\Verte um 20% nach oben, dies basierend auf Ex-
perimente, in denen der Inhibitoreffekt verschieden
großer Mengen Kieselgel bestimmt und, ausgedrückt als
Färb Verminderung, zu 11%—27% gefunden wurde.
Die aufgrund der statistischen Berechnungen gefundene
Genauigkeit der Methode darf für die Werte der Ge-
samtlipoide, der Phosphatide, des Lecithins und Sphin-
gomyelins als befriedigend bezeichnet werden. Beim Ly-
solecithin mit einem Variationskoeffizienten von ± 10%
wäre eine größere Genauigkeit sehr wünschenswert,
hauptsächlich im Hinblick auf seine eventuelle Wichtig-
keit bei der Komplement-Lyse. Sehr fragwürdig bleibt
wie bereits erwähnt die Bestimmung des Kephalins
(Variationskoeffizient ±34%). Die Fehlerbreite bei der
von uns vorgeschlagenen Methode ist allerdings immer
noch wesentlich geringer als die Variabilität der Lipoid-
zusammensetzung bei normalen Sera. Tatsächlich scheint
heute das Problem der Feststellung signifikanter Ab-
weichungen vom Norm-Wert weit eher durch statistisch
einwandfreie Festlegung der Normalverteilung der
Gesamtlipoide, als durch die Genauigkeit der analyti-
schen Prozeduren bestimmt zu sein.
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Untersuchungen zur ensymatischen Bestimmung
der Galaktose mit Galaktoseoxydase
Von H. FÖRSTER und M. HASLBECK
Ans dem Institut für vegetative Physiologie der Universität Frankfurt (Direktor: Prof. Dr. med. E. Hein^) und der
 (
III. Medizinischen Klinik des Krankenhauses Miinchen-Schwabing (Chefarzt: Priv. Do%. Dr. med. H. Mehnert)
(Eingegangen am 3. Januar 1967)
Die quantitative Galaktosebestimmung mittels Galaktoseoxydase-Peroxydase wurde untersucht. Dabei wurde als optimales Puffersystem
Barbitalnatrium-Natriumacetat-Puffer gefunden. — Als Wasserstoffdonator'wirkte o-Tolidin am günstigsten. Bestimmungen im Serum
und besonders im Harn werden durch Harnsäure gestört. Dabei dienen Harnsäure und auch Glutathion als Wasserstoffdonatoren für
die Peroxydasereaktion. Diese beiden Substanzen lassen sich jedoch auf einfache Weise durch Zusatz von Quecksilberacetat zu der als
Enteiweißungsmittel dienenden Perchlorsäure eliminieren. Ein weiterer Vorteil des Quecksilberacetatzusatzes ist die dadurch bewirkte
Färb Vertiefung des Chromogens.
The quantitative determination of galactose by means of the coupled galactose-oxidase peroxidase system was investigated. Sodium
barbiturate-sodium acetate buffer was found to be the most suitable system for this \vork. O-tolidine was the most satisfactory hydrogen-
donor. Measurements in serum and particularly in urine were disturbed by the presence of uric acid. This is because uric acid and also
glutathione may act as hydrogen donors for the peroxidase reaction. These two substances may be simply eliminated by the addition of
mercuric acetate to the perchloric acid used as a protein precipitant. A further advantage of mercuric acetate is that it intensifies the colour
of the chromogen.
Die Bestimmung der Galaktose im Blut war bisher immer
schwierig, da eine spezifische Methode fehlte. Die im
Blut vorhandene Glucose stört bei jedem chemischen
Nachweis, der auf dem Reduktionsprinzip oder auf dem
Furfurolprinzip beruht (1), denn die Blutglucosekon-
zentration ist meist wesentlich höher als die Blutgalak-
tosekonzentration, während die chemischen Nachweis-
methoden für beide Zucker etwa gleich empfindlich sind.
Die Reduktionsmethoden erfassen zudem noch andere
reduzierende Substanzen als sog. Restreduktion, wäh-
rend die o-Toluidin-Methode relativ spezifisch für
Hexosen ist. Eine gewisse Verbesserung brachte die von
WATSON (2) angegebene Methode. Glucose wird durch
Glucoseoxydase zerstört und die von diesem Ferment
nicht angegriffene Galaktose wird anschließend mit o-
Toluidin bestimmt. Da aber die Glucoseoxydation mit
Glucoseoxydase meist unvollständig ist, sind die Fehler-
möglichkeiten dieser Methode immer noch groß (3).
Neue Möglichkeiten ergaben sich aus der Isolierung der
Galaktoseoxydase aus Dactylium dendroides (A—8). Die
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Bestimmung der Galaktose mit Galaktoseoxydase er-
folgt analog der Glucosebestimmung mit Glucose-
oxydase. Es entsteht jedoch nicht (entsprechend der
Gluconsäure) Galaktonsäure, sondern D-Galaktohexo-
dialdose. Mehrere Autoren haben sich bereits mit der
Galaktosebestimmung mittels Galaktoseoxydase-Per-
oxydase beschäftigt (4—10). Da wir für unsere Frage-
stellungen einen einfachen und spezifischen Galaktose-
nachweis benötigten, wurden von uns Untersuchungen
mit dem von der Fa. Worthington in den Handel ge-
brachten gereinigten Enzym Galaktoseoxydase sowie
mit Testpackungen „Galactostat" der gleichen Firma
durchgeführt.
Methodik
Galaktoseoxydase wurde von der Fa. Worthington bezogen, Per-
oxydase von der Fa. Boehringer.
Als Wasserstoffdonatoren wurden o-Dianisidin (Fa. Merck), o-Diani-
sidinhydrochlorid (Fa. Boehringer), o-Tolidin (Fa. Merck), o-
Toluidin (Fa. Merck), Resorcin (Fa. Merck) und o-Kresol (Fa.
Merck) auf ihre Eignung untersucht.
Neben dem von der Fa. Worthington empfohlenen PhosphatpufTer
(0,15M) wurden folgende weitere Puffer geprüft: Trispuffer (0,15.M),
Maleinsäure-Trispuffer (0,2.\i), Citronensäure-Phosphatpuffer (0,3M)
Äthanolaminpuffer (0,15M), /?,/?-DimcthylglutarsäurepurTer (0,1*0
und Barbitalnatrium-AcctatpufTer (0,15M).
Zur Enteiweißung wurden 3,6-proz. Perchlorsäure, 0,16-proz.
Uranylacetat, 5-proz. Trichloressigsäure, sowie eine Lösung l: l
aus 0,025M Quecksilberacctat in 1-proz. Essigsäure und 6-proz.
Perchlorsäurc verwendet.
Daneben wurde die Wirkung von Harnstoff, Harnsäure, Kreatinin,
Glutathion und Ascorbinsäure auf die Farbentwicklung geprüft.
Die Einstellung der Puffer erfolgte mit einem elektrischen pH-
Meter (Glaselektrode). Die Extinktion wurde mit einem Photo-
meter „Eppendorf" bestimmt; o-Dianisidin und o-Tolidin wurden
bei Filter 436 m//, o-Toluidin bei Filter 366 und o-Kresol bei
405 m abgelesen.
Testansät^e: Galaktoseoxydase und Peroxydase wurden in 100 m/
des entsprechenden Puffers gelöst. Von den Chromogenen wurden
1-proz. Lösungen teils in aqua dest., teils in Methanol hergestellt.
Für die Untersuchungen wurden Verdünnungsreihen von l bis
150 mg % Galaktose angesetzt. Zur Enteiweißung wurde 0,1m/
Probe mit 1,0 m/Enteiweißungsflüssigkeit versetzt.
Anfänglich wurde mit folgendem Testansatz in Anlehnung an die
Test Vorschrift der Fa. Worthington gearbeitet: 0,2m/ (0,5m/)
Probe wurde mit 2,0 m/ (4,0 m/) Puffer-Enzym-Chromogenlösung
bei 37° inkubiert. Nach 60 Min. wurden 3,0 m/ (5,0 m/) 0,25\i
Glycinpuffer (pH 9,7) zugesetzt.
Für weitere Bestimmungen erwies sich der folgende Ansatz als
besonders geeignet: 0,1 m/ enteiweißte Probe mit 3,0m/ Puffer-
Enzym-Chromogenlösung werden 60 Min. bei 37° inkubiert.
Glycinpuffer wurde nicht zugesetzt. Als am besten geeignetes
Puffersystem erwies sich 0,15M Barbitalnatrium/0,15M Natrium-
acetat (Michaelispuffer (8)), auf pH 8,1 eingestellt.
o-Tolidin muß vor Zugabe von Barbitalnatriumpuffer vollständig
in Wasser oder Methanol (0,5—l m/) gelöst sein; andernfalls
tritt Kristallbildung ein.
Ergebnisse
Mit dem von der Fa. Worthington für die „Galactostat"-
Testpackung vorgeschlagenen Testansatz lassen sich nur
für den Bereich von 12,5—50 mg% Galaktose brauch-
bare Ergebnisse erzielen. Der Zusatz von GlycinpufFer
führt durch Alkalisiefung zu einer Hemmung der
Enzymreaktion und damit zur Stabilisierung der Farbe.
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Abb. l
Einfluß von Inkubationszeit und Glycinpufferzusatz auf die
enzymatische Bestimmung der Galaktose mit Galaktoseoxydase
(Barbitalnatrium — Natriumacetatpuffer 0,15 M)
Testansatz a: 0,2m/ Probe und 2,0m/ Puffer-Enzymlösung
(80 E Galaktoseoxydase, 10 mg Peroxydase, 15 mg o-Tolidin pro
100 m/). Am Ende der Inkubation Zusatz von 3,0 m/ Glycinpuffer
(0,25w, pH 9,7).
Testansat^ b: 0,2 m/ Probe und 5,0 m/ Puffer-Enzymlösung
(33,3 E Galaktoseoxydase, 4 mg Peroxydase, 6 mg o-Tolidin pro
100 m/)
Tolidin, so daß die Extinktionen 0,6—0,8 nicht über-
schreiten (Abb. 1). Zudem sind die Eichkurven mit
Phosphatpuffer teilweise nicht linear und schwer repro-
duzierbar.
Wie aus Abbildung 2 ersichtlich ist, erwiesen sich ß,ß-
DimethylglutarsäurepurTer, Barbitalnatrium-Natrium-
acetatpuffer, Phosphatpuifer und Trispuffer als brauch-
bar. Nach Enteiweißung mit Perchlorsäure blieb bei
Verwendung von Trispuffer die Farbreaktion aus. Mit
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Abb. 2
Einfluß verschiedener Puffersysteme auf die Farbentwicklung bei
der enzymatischen Galaktosebestimmung
Testansat^: 0,5 m/ Probe und 4,0 m/ Puffer-Enzymlösung
(40 E Galaktoseoxydase, 5 mg Peroxydase, 10 mg o-Tolidin pro
100m/). Am Ende der Inkubation (60 Min., 37°) Zusatz von
5,0 m/ Glycinpuffer (O,25M, pH 9,7)
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im Kühlschrank 48 Stunden haltbar. Außerdem war die
Eichkurve bei Perchlorsäureenteiweißung nur bis zu
einer Extinktion von 0,5 linear. Die höheren Extinktionen
wichen reproduzierbar ab. Demgegenüber halten sich
mit dem Michaelispuffer angesetzte Lösungen länger als
eine Woche, und die Eichkurven sind über fast den
doppelten Bereich linear. Aus Abbildung 2 ist außerdem
ebenfalls die Wirkung des Glycinzusatzes zu erkennen.
Verschiedene Autoren (4—7, 10, 11) hatten bereits o-
Kresol und o-Dianisidin, sowie o-Tolidin als Chromo-
gene vorgeschlagen. o-Dianisidin, das z. B. für die
Glucoseoxydase-Peroxydasereaktion als WasserstofF-
donator allgemein verwendet wird, scheint dieGalaktose-
oxydase kompetitiv zu hemmen (6) und ist deshalb nicht
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Abb. 3
Einfluß verschiedener Chromogene auf die Farbentwicklung beim
Nachweis der Galaktose mit Galaktoseoxydase
Testansat^'. 0,5 m/ Probe und 4,0 m/ Puffer-Enzymlösung
(40 E Galaktoseoxydase bzw. 80 E bei durchbrochener Linie, 5 mg
Peroxydase, pro 100 ml). Am Ende der Inkubation (60 Min., 37°)
Zusatz von 5,0 m/ Glycinpuffer (0,25M, pH 9,7)
(6) vorgeschlagen, sowie o-Toluidin und Resorcin sind
als Wasserstoffdonatoren ungeeignet. Lediglich o-Toli-
din, bereits früher von WATSON (12) für die Glucose-
oxydase-Peroxydasemethode verwendet, führt zu brauch-
baren Ergebnissen (Abb. 3). Die Abweichungen von der
Linearität in dieser Abbildung bei höheren Extinktionen
sind auf den Glycinzusatz zurückzuführen.
Bei unseren Untersuchungen lag das pH-Optimum für
die Galaktoseoxydase-Peroxydasereaktion etwa bei pH
7,4 in Phosphatpuffer und in Glycinpuffer, und bei pH 8,1
in Michaelispuffer (Abb. 4). Die Verschiebung des pH-
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Die Abhängigkeit der Farbentwicklung vom pH-Wert bei der
enzymatischen Galaktosebestimmung
Testansat^'. 0,1 m/ Probe und 3,0 m/ PufFer-Enzymlösung
(30 E Galaktoseoxydase, 4 mg Peroxydase, 6 mg o-Tolidin pro
100 m/). Inkubation: 60 Min. bei 37°
Puffersystemen würde bereits mehrfach beschrieben (13).
Glycinpuffer ist für diesen Ansatz ungeeignet, da der
basische pK von Glycin bei pH 9,8, also weit außerhalb
des pH-Optimums liegt.
Da die Ergebnisse mit der „Galactostat"-Testpackung
nicht immer gleichmäßig waren, wurde versucht, durch
Modifikationen günstigere Ergebnisse zu erzielen. Als
günstigste Kombination fanden wir: 30 E Galaktose-
oxydase, 4mg Peroxydase und 6mg o-Tolidin pro
100 ml 0,15M Michaelispuffer (pH 8,1). Ohne Zusatz
von o-Tolidin ist die Enzymlösung mindestens eine
Woche haltbar. Nach Zusatz des Chromogens sollte sie
rasch verbraucht werden.
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Abb. 5
Einfluß von Hemmsubstanzen bei der enzymatischen Bestimmung
derGalaktose mit Galaktoseoxydase
Tesiansat% nach Enteiweißwg 1: 11: 0,1 m/ Probe und 3,0 m/ PufFer-
Enzymlösung
(30 E Galaktoseoxydase, 4 mg Peroxydase, 6 mg o-Tolidin
pro 100 m/); Inkubation: 60 Min. bei 37°
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durch Glutathion, Cystein und Ascorbinsäure ist be-
schrieben worden (14,15,16). FISCHER und ZAPF (6, 11)
machten auf das ähnliche Verhalten der Galaktose-
oxydase-Peroxydasereaktion aufmerksam. Außerdem
haben diese Autoren eine Beeinflußung der Reaktion
durch Harnstoff beschrieben. Beim Nachweis der
Glucose im Blut sind wegen der hohen Konzentration
die Abweichungen, die durch diese störenden Sub-
stanzen verursacht werden, unerheblich. Da die Ga-
laktosekonzentration in den Proben meist viel niedriger
liegt, können deutliche Abweichungen bei dem Nach-
weis mit Galaktoseoxydase-Peroxydase auftreten. Aus
Abbildung 5 geht hervor, daß nur Harnsäure, redu-
ziertes Glutathion und Ascorbinsäure die Galaktose-
oxydase-Peroxydasereaktion wesentlich stören; Harn-
stoff und Kreatinin stören sehr wenig. Durch Zusatz von
Quecksilberacetat zur Enteiweißungslösung werden
Harnsäure und Glutathion offensichtlich vollständig aus-
gefällt (Abb. 5). Von den stärker störenden Substanzen
bleibt lediglich Ascorbinsäure in Lösung. Von anderen
geprüften Schwermetallionen störten Silberionen die
Enzymreaktion; durch Uranyl wurde die Harnsäure
nicht ausgefällt (Abb. 6). Entfernung von Ascorbinsäure
aus dem Untersuchungsmaterial ist meist nicht erforder-
lich, da Ascorbinsäure im biologischen Untersuchungs-
gut kaum je in höheren Konzentrationen auftritt.
Die Harnsäure- und Glutathionwirkung wird darauf zu-
rückgeführt, daß diese Substanzen als Wasserstoff-
donatoren für die Peroxydasereaktion wirken können (6,
11). In Abbildung 7 ist zu erkennen, daß die Farb-
entwicklung bei der Galaktoseoxydase-Peroxydase-
reaktion durch Harnsäure proportional zur zugesetzten
Menge gehemmt wird. Jedoch wird auch die höchste
zugesetzte Harnsäuremenge quantitativ durch Queck-
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Abb. 6
Einfluß von Harnsäure auf die enzymatische Bestimmung der
Galaktose mit Galaktoseoxydase
Testansatz nach Enteiweißung / : //: 0,1 m/ Probe und 3,0 m/ Puffer-
Enzymlösung
(30 E Galaktoseoxydase, 4nig Peroxydase, 6mg o-Tolidin pro
100 m/). Inkubation: 60 Min. bei 37°
» 100mg % Galaktose
• 200mg% "
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Abb. 7
Einfluß steigender Harnsäurekonzentrationen bei der enzy-
matischen Bestimmung der Galaktose mit Galaktoseoxydase
Testansat^ nach Enteimißnng 1:11 mit Percblorsäure-Quecksilberacetat:
0,1 m/ Probe und 3,0 m/ Puffer-Enzymlösung
(30 E Galaktoseoxydase, 4 mg Peroxydase, 6 mg o-Tolidin
pro 100 m/). Inkubation: 60 Min. bei 37°
Quecksilberacetatzusatzes ist die durch diesen Zusatz
bewirkte reproduzierbare Extinktionszunahme um etwa
10—15% (Abb. 5 u. 7). Bei Galaktosebestimmungen
im Harn wird die störende Harnsäure durch Versetzen
der Harnprobe mit 0,05M Quecksilberacetatlösung voll-
ständig eliminiert. Ein unerwarteter Vorteil des Queck-
silberacetatzusatzes zur Perchlorsäure bei der Entei-
weißung besteht in einer reproduzierbaren Farbver-
tiefung von o-Tolidin. Die Extinktion der Eichkurve bei
Perchlorsäureenteiweißung mit Quecksilberacetatzusatz
war um etwa 15% höher als nach Verwendung von
Perchlorsäure ohne Zusatz (Abb. 5 u. 7).
Diskussion
Bisher beschäftigten sich mehrere Autoren mit der aus
Polyporus tircinatits isolierten Galaktoseoxydase (A—8,
10, 11). Im Gegensatz zur Glucoseoxydase scheint die
Galaktoseoxydase kein Flavoprotein zu sein; die pro-
thetische Gruppe ist noch unbekannt (4, 5). Das Re-
aktionsprodukt ist D-Galaktohexodialdose, im Gegen-
satz zu Gluconsäure bei der Glucoseoxydasereaktion.
Der Pyranosering ist essentiell, da Galaktonsäure kaum
angegriffen wird, während 1,5-Anhydrogalaktit mit der
gleichen Geschwindigkeit wie Galaktose oxydiert wird.
Auch Gakktoside werden oxydiert, wobei kein Anhalts-
punkt dafür besteht, daß vorher eine Hydrolyse eintritt
(4, 5). Andere Galaktosederivate werden wenig an-
gegriffen.
Fast alle bisherigen Untersuchungen wurden mit Phos-
phatpuffer durchgeführt (4—7, 10). Lediglich ROTH und
Mitarbeiter (8) verwendeten Glycinpuffer bei pH 8,4.
Da der basische pK von Glycin bei pH 9,8 liegt, ist bei
pH 8,4 nur eine geringe Pufferwirkung zu erwarten
(Abb. 4). Wegen verschiedener oben beschriebener
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Nachteile haben wir bei unseren Untersuchungen Bar-
bitalnatrium-Acetatpuffer bei pH 8,1 verwendet und
damit gut reproduzierbare Ergebnisse erzielt.
Als WasserstofFdonator für die Peroxydasereaktion
scheint das bereits früher von WATSON (12) verwendete
o-Tolidin am besten geeignet (Abb. 2). o-Dianisidin
hemmt die Galaktoseoxydasereaktion kompetitiv, wie
FISCHER und ZAPF (6, 11) nachgewiesen haben
(Abb. 2). Allerdings fanden andere Autoren bei Ver-
wendung von o-Dianisidin lineare Eichkurven (7, 10).
Bei Verwendung von o-Kresol (6, 11) sind die Eich-
kurven zu flach, um genaue Bestimmungen zu ermög-
lichen (Abb. 2).
Die störende Wirkung verschiedener Faktoren im Blut
war bereits früher aufgefallen. VERDIER und HJELM (10)
stellten Eichkurven im Serum der untersuchten Per-
sonen auf, um die störende Wirkung der verschiedenen
Faktoren zu eliminieren. ROTH und Mitarbeiter (8)
haben keine näheren Angaben über die Art der hemmen-
den Substanzen im Blut gemacht. Enteiweißung wurde
mit Bariumhydroxyd-Zinksulfat durchgeführt. Diese
Enteiweißung ist jedoch sehr umständlich und wird
durch die erforderliche genaue Einstellung der Re-
agenzienlösung kompliziert. FISCHER und ZAPF (6, 11)
haben darauf hingewiesen, daß die Harnsäure und
reduziertes Glutathion wahrscheinlich als Wasserstoff-
donatoren für die Peroxydasereaktion dienen können.
Auch Harnstoff und Kreatinin wird von diesen Autoren
eine deutliche Hemmwirkung zugeschrieben. In dem
von uns verwendeten Testansatz störten jedoch lediglich
Harnsäure, Glutathion und sehr hohe Konzentrationen
von Ascorbinsäure. FISCHER und ZAPF (11) eliminierten
die störenden Substanzen durch Inkubation der Proben
mit Ionenaustauschern. Auch dieses Verfahren ist für
Routineuntersuchungen zu umständlich. Ein wesent-
licher Vorteil der von uns verwendeten Enteiweißung
mit Quecksilberacetat-Perchlorsäure liegt daher in der
einfachen Durchführbarkeit. Durch Quecksilberacetat
werden die Enzymreaktionen nicht beeinflußt, die
störenden Substanzen mit Ausnahme von Ascorbinsäure
jedoch vollständig eliminiert.
Bei Vorgehen nach der Testvorschrift der Fa. Worthing-
ton sind gegenüber unserer Modifikation zwei zusätz-
liche Pipettierungen erforderlich. Daneben wurde der
Harnsäure- und Glutathioneinfluß nicht berücksichtigt.
Auch gegenüber den von anderen Autoren angegebenen
Nachweisvorschriften (6, 7, 8,10) zeichnet sich die von
uns durchgeführte Modifikation besonders durch den
geringeren Zeitaufwand aus; daneben wurden alle
störenden Faktoren ausgeschaltet.
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Bestimmung der Oxydation von Östradiol zu Östron
im menschlichen Organismus mit Hilfe von Östradiol-17a-T
Von M. WENZEL und K.-U. BLUM
Aus dem Physiologisch-chemischen Institut (Direktor: Prof. Dr. Dr. E. Schütte) und der L Medizinischen Klinik
(Direktor: Prof. Dr. Dr. h. c. H. Frh. v. Kress) der Freien Universität Berlin
(Eingegangen am 20. Februar 1967)
Es wird eine Methode beschrieben, mit der das Mindestausmaß der biologischen Oxydation von Oestradiol zu Oestron im Gesamt-
organismus gemessen werden kann. Von dem injizierten Oestradiol-17<x-T wird durch die Oestradioldehydrogenase das Tritium auf
Pyridinnucleotide übertragen und letztlich zu Tritiumwasser verbrannt. Die Zunahme der Konzentration des Tritiumwassers im Gesamt-
körperwasser gilt als Maßstab für die Oxydation des Steroids. Die Zeitabhängigkeit der Oestradioloxydation bei einigen Versuchspersonen
wird angegeben. Bei Patienten ohne pathologischen Leberbefund werden innerhalb von 24 Stdn. mindestens 50—70% des injizierten
Oestradiols oxydiert und nur 3% im Urin als 17oc-T-Steroid ausgeschieden.
A method is described for measuring the oxidation of oestradiol to oestrone in the whole organism. The tritium of injected oestra-
diol-17a-T is transferred to pyridine nucleotides by oestradiol dehydrogenase and finally metabolised to tritiated water. The in-
crease in the concentration of tritiated water in the total body water is a measure of the oxidation of the steroid. The time course of
oestradiol oxidation is given for some experimental persons. In patients with no pathological liver condition at least 50—70% of, the
injected oestradiol is oxidised within 24 hrs. and only 3% is excreted in the urine as 17oc-T steroid.
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